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(54) PARTI CULES A BASE DE POLYAMINOACIDEfS) ET SUSCEPT1BLES D'ETRE UT1LISEES COM ME VECTEURS 
^ DE PRINCIPE(S) ACT1F(S) ET LEURS PROCEDES DE PREPARATION. 

(57) La presente invention concerns les vecteurs utiles 
pour ('administration de princfpes actifs (PA), de preference 
m6dicamenteux ou nutritlonnels, notamment par vole orale 
ou parenterale. 

Le problems technique resolu par Tinvention est celui 
consistant en la foumiture de vecteurs formes par des (na- 
no) ou (micro)particules a base de polyaminoacides, et qui 
solent Inertes vls-a-vls du PA (protetnes), de granulometrle 
oontrolable, reslstantes et economiques. 

Conformement a I' invention, les particules ont une taille 
moyenne inf6rieure a 200 \im et sont constituees d'un poly- 
ammoacide du type Leu/Glu, dans lequel Leu/Glu + Leu £ 
20% et la Mw£10 000 D. 



2732218 



Le domaine de la prfsente invention est cehri des vecteurs utiles poor 
ra dininisiralk m de principes actifs (PA), de prtf&ence m&Kcamenteax oa 
nutntkxmds, notamment par vote orate, nasale, vaginate, oculaire, sous-cutan6e, 
inlraveineuse, intramusculaire, intradennique, intrapdritoo£ale, intracfrflnale, 
5 par cn lfad e, etc. Ces vecteurs permettent le transport sous protection des PA, k 
l'intfrieur de l'organisme, jusqu'i leur site d'action. lis visent k amflkxer la 
Modia popa flirt des PA. Ces vectems peuvent toe, e. g., des systfemes k Kb&atkm 
prakmgfe de PA. 

Les PA plus particulteement, mais non Umitativement, concents par 
10 l'inventkm soot, par exempie, des protfines, des glycoprotfines, des peptides, des 
polysaccharides, desHpopdysaccharides, des oligonucleotides et des polynucleotides. 

La prfsente invention conceroe, phis pr fcisfene nt, des paiticuks - 
avantageusement de type submicrcmiques et/ou mienxuques - k base de 
priyaminoaades et destinfes k tog utilisfes comme vecteurs de PA, en partkoKer 
15 m£dkamaiteux. Ce sont done des Particules de Vectorisaticm (PV), parmi tesqudtes 
on cfistinguera, dans la suite du present expos*, d'une part, des Nano Particules de 
Vectorisation (NPV) et, d'autre part, des MicroParticutes de Vectorisation (MPV), 
sekn une nomenclature propre k 1' invention et qui sera ctefinie infra. 

La prtsente invention vise aussi bien les particules nueseatantquetelks, 
20 que les systems de vecteurs de PA, constitufa par les particules chargfes par le (ou 
ks) PA considers). 

L'inventkm concerne, dgalement, un proc&)£ de preparation desdites 

Les progrts du g6nie gfrdique et des biotechnologies, ainsi que les 
25 dfcouvertes y afiferentes d'outils gfinfiiques, de protfines et de peptides 
bkriogiquement actifs, out pennis Vessor de nouveaux principes actifs 
m£dkamenteux (PA) offrant une activity intrinsfcque et une selectivity Qev6es. Ces 
PA sont, en revanche, farilement degrades dans l'organisme avant d'atteindre leur 
site d'actxn therapeutique et loir triodisponibilite est, en consequence, trfes fidble. 
30 Dans tecasdeTadministration par la voie orate, te tractus gastrointestinal constitue 
une barri&re chimique et physique redoutable pour le PA qui doit, d'une part, 
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r&ster i la degradation par le systfcme digestif et, d'autre part, passer i travers la 
membrane £pHh£liak gastro-intestinale. A oet 6gard, on pouna, par exempte, se 
reporter i la revue de M. J, HUMPHREY (Delivery System for peptide Drugs, 
6tift£epor S. DAVIS et L. ILLUM, Plenum Press, N. Y., 1986), qui feit (tat de h 

5 fc3>k WodisponMitf des peptides et des peptides adntinistrfc par vote orale. 

NatureSement, ces avatars de transport et de sfijour dans rorganisme ne 
se timhent pas am proteines, mais aflectent dgalement les PA formes par des outils 
ffiai&pa (oligonucleotides, polynucleotides, plasmides) susoeptibles d'etre mis en 
oeuvre dans les techniques de tWrapie genique. 

10 Fourpalliercda, il a &e propose d'eacapsuler les PA dans des particuks 

de vectorisatkn de PA, denomm6es egalement PV. L'int&& de ces techniques 
d'cncapsulation est de proper et/ou de transporter le PA jusqu'i son site d'actkn 
t h fe ap c uti que, en le sauvegardant contre les agressions de rorganisme, afin 
d'angmenter sa bkxftsponibiKte. 

15 Panni tous ks matfriam envisageables pour reneapsulation de PA, les 

poiymferes soot de plus en phis utilises, du fait de leurs proprietes intrinsfeques. 

S'agissant du cahkr des charges que Ton souhaite obtenir pour de tefles 
PV, il est particufifcrement exigeant et comprend, notamment, les specifications 



20 1 - II devrait, avantageusement, toe possible de pouvoir disposer de PV de 
diamfetre moyen compris entre une fraction de micron et quelques microns, 
avec une repartition granuloroetrique etroite, de fa$on & pouvoir adapter la 
granubmetrie des PV au mode d'administration cboisi et/ou le site 
tfatapeutique vis& Par exemple, si une immunisation muoosale par la voie 

25 orale est recherch^e, la taille des PV doit toe comprise entre 0,5 pm et 

10 jim, afin que ks PV puissent pentoer ks plaques de Peyer et attdndre ks 
tissus lymphoides. Dans k cas d'une administration sous-cutanee, fl y a 
avantage k disposer de PV de taille sup£rieure & 10 fim pour que ks particuks 
ne rcntrent pas dans la circulation generak oft dies sont rapfakment 

30 mtrfMii^fe* par k sysfcne rtoculo-endothflial, mais qu'dks difiusent 

p t ugi e ssi vemcnt depuis kur site d'injection. 
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Cede specification implique un contrdk dimenskmnd des PV, & la fois sur la 
distribution de la granuloro&rie des PV et sur leur diamfetre moyen, qui 
reprgsente une operation trfes dflkate sur k plan technologique. 

2 - n est souhaitable que ks PV assurest la protection du PA jusqu'au site de 

liberation. Par exemple, dans une administration orale d'un PA forme par un 
vacdn, ce dernier gagnerait i tee protege, tort au long du tractus 
gastmntestmal ■ 

3 - II est prtiftabfc que k polymfcre, constituant ks PV, soit biocompatibk et 

biodegradable et, encore mieux, qu'il soit metabolise en pnxhnts non toxiques 
pour 1'orgamsme. 

4- II est e&kment avantageux que le polymfere, constitutif des PV, n'induisepas 

de rfpoosc immunitaire ( immuno geniak). 
5 - Enfin, il est egalement prfiffeabk que ks PV puissent toe obtenues par un 

precede non (knaturant pour k PA. Ainsi, 1'usage de solvants organiques et/ou 

de temperatures flevfes est k proscnie. 

De nombreuses propositions techniques ant&ieures rat vainement tentf 
de satisfaire & 1'ensembk de ces specifications. Les rtponses apport&s jusqu'akn 
ne sont done que partkfles et incompletes. 

Parmi ees propositions infructueuses, on peut citer cdk selon k brevet 
US-A-5 286 495, qui concerne un procede d 'encapsulation de protfines en phase 
aqueuse, & l'aide de materiaux constitu& d'alginate et de polylyane. Ce procede est 
prfaentf comroe non denaturant pour ks PA protfirriques, en raison du fait qiTil n'y 
est pas fait usage de sotvant oiganique, de rfactif chimique agressif ou de 
temperature Qevte. Cependant, la technique de fabrication (ks PV, par vaporisation 
mise en oeuvre, ne permed pas de produire des particules de tailk infgrieurc & 
35 fun, oe qui ne pennet pas leur intemalisatiou par ks cellules de l'organisme* 

Par ailkurs, ks techniques d'dmulsion sont oouramment utilis&s pour 
preparer des microparticuks de quelques microns. 

Par exemple, les demandes de brevets WO 91/06 286 et WO 91/06 287 
decrivent des precedes de formation de particules en emulsion dans ksquds on 
utilise, comme polymfere : 
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- soil une profcfine hydrophobe choisie parmi le collagfene, la casque, la b&atine et, 
de prffcence, ks prolamines, 

- soft un polymfere biocompatible et biodegradable, tel que les poly(lactiqucs) ou ks 
poiy(orthoesters). 

5 Le PA peut tee hydrophobe ou hydrophile mais, dans ce dernier cas, la 

technique de double Emulsion est recommandfe. La faille des microparticuks est 
d'enviion 100 jun et, de prtf&raKe, comprise entre 50 nm et 100 pm. 

La demande de brevet WO 89/08 449 fait £gakment rtf&ence k 
l'encapsulation par 6nulsion, pour incorporer des PA dans des mieroparticuks de 

10 polyflactiques) de taiHe inf&ieure i 10 jon. Et il est prfcis£, dans ce document, que 
ffttf taflk est wre Bmite maximak p«n» 1 'absorption an traven des tissus lymphoides 
des muqoeuses (administrations orale, nasale, rectale, ophtalmologique). 

Les techniques d'fcnulsion soot trfes s&luisantes a priori, car elks 
permettent la arise en oeuvre de la plupart des PA dans des microparticules, dont on 

IS pent contrftkr la granukmteie jusqu'i des taflks de l'ordre de 1 fun. Mais, dans 
ces techniques, on a recours & des solvants organiques pour solubiliser les polymfcrcs 
constitutifc des partkuks. Ces solvants sont, e. g. des clones, des alcools, des 
amides ou lews melanges. Et malheureusement, il s'avfere que ces solvants peuvent 
tee cknaturants, notamment pour ks PA peptidiques ou polypeptidiques. 

20 On coonait, ^dement, des PV biocompatibles, form&s en solution 

aqueuse sans £6vation excessive de la temperature et appekes prot&ncndes. CesPV 
ont dtfi dfaites des 1970 par W. FOX et K. DOSE dans "Molecular Evolution and 
the origin of Life", Ed. Marcel DEKKER Inc. (1977). 

En s'inspirant de ces travaux, la demande de brevet WO 88/01 213 

25 (*1213) propose un systfeme i dflivrance de PA & base de protfinoides. Lepolymfcre 
utilise est un mSange de polypeptides artificiels obtenus par condensation thermique 
d'a o des amines synth&iques ou naturds et/ou de petites chaines peptidiques. Le 
mode de condensation cboisi conduit & des oligomferes ramifks et done trfes pen 
solubles, n est ensuite proc&k & une sflection par filtration de ces oligomferes 

30 ramifies, afin de r&up&er ks fractions hydrosolubles. Cette fraction est 
nfcessairement composfe de r&culats ramifks de trfes petite masse. Les 
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mkxoparticuks sekn cette invention sont obtenues par changement de pH qui crfe 
la prftiptatkm des digomferes ramifi& en protfinoides. 

Lorsque la solution dans laquelle s'eflectue la pr&ipitation amtient des 
PA en solution, une partie d'entre eux est entrainfe dans le protfinoide ksrs de a 
5 formation. 

Les inconvfirients de ce systfeme sont : 

- un firible taux d'encapsulation, 

- m proc6d£ de purification daicat, 

- un cncfaaineiDent non rfgulier (non alpha peptkBque) des aminoacides dfl au mode 
10 de synthase qui ne permet pas d'affirmer que ks reactions de degradation 

enzymatiques seront identiques i celles d'un alpha^yanriix»ride, 
* enfin, F utilisation d'un grand nombre d'aminoacides monomfcres diflterents, qui 
peut induire une rfponse immunitaire. 

La demande de brevet WO 93/25 589 porte sur I f amffiorationduprocidd 
15 de synthase de prottooides par condensation thermique d'acides amines. 

Les protfinoides sont, cette fois encore, formls d'oligomferes ranriffc de 
fifties masses mobires, constitufe d'enchainements irrfguliexs d'aminoacides. Le 
caractfcre hydrosoluble de ees oligoinferes ramifies est obtenu : 

- d'une part, par P utilisation de trfes faibks masses (entre 250 et 2 400), ce qui 
20 conrgpond ft dre ^rfminemgnbt trfes courts de 2 20 aminoacides, 

- d'autre part, par le choix des aminoacides de depart 

Comme pr&AJemment, les protfinoides sont fonnfe par precipitation 
d fc k adife par abaissanent du pHdes oligomferes ramifies hydrosohibks. Lorsque 
cede precipitation a lieu en presence de PA hydrosolubles, une partie de ceux-d est 
25 entiafnfe dans le protfinoide lorsdesa formation. Les taux d'encapsulation restart 
modestes : de 20*40 %. Parailleurs, l'abaissement du pH peut tee dommageabk 
& certains PA. 

En outre, le fait de devoir rfaliser l'encapsulatian & un pH particulier 
coostitue une contrainte m&hodologique gfinante et lintite r utilisation de ces 
30 mkwparticuks au pH de precipitation des protfinoides qui ne correspond pas 
nfoess aire ment aux pH biologiques. Par exemple, lepH peut varier de 2 i 7,5 dans 
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lc tnctus gastro-intestinal. 

On mentionnera Sgalement, pour mdmoire, te brevet US 4 351 337 qui 
re£ve d'un domaine different dc cdui de la vectorisation de PA propre & 1'invention. 
Ce brevet divulgue des implants fix& et localises & des endroits Wen pr&as de 
I'orgamsme. De tds implants n'ont done riea & voir avec des formes administraMes 
e. g. per os ou par injection. Lesdits implants peuvent toe, entre autres, des 
microcapsules sphdriques de type matrkael ou gangue, dont les dimensions sont dc 
1'ordre de 400-800 pan (fig. 8-9) et done bien sup&ieures aux dimensions de 1'ordre 
de 0,5 /im et 10 /*m reqirises pour que les mieroparticules soient internalis&s par les 
cellules de I'orgamsme. Ces implants sont rfelisfe £ partir de mat&iaux polymferes 
du gone polyaminoaride (Leu/Glu notamment). Le formage de ces implants est 
efiectut, e. g., & Taide de solutions de polyaminoarides dans du dioxane, que Ton 
6vaporc in fine. 

Danscetltatdeconnaissances, run des objectife essentids delapr&ente 
invention est de fournir des PV, en particulier submicrooiques et microniques, ibase 
de polyanrinoackles et susceptibks de servir de vecteurs d'un principe actif (PA), en 
particulier m&ficamenteux et/ou nutritionnel, pour l'administration dudit PA i un 
orgamsme humain ou animal, ces PV satisfaisant pldnement au cacfaier des charges 
qpHcitfe supra et r£p6t£ ci-aprfes : 

1 - n devrait, avantageusement, tee possible de pouvoir dispose- de PV de 
diamtoe moyen compris entre une fraction de micron et quelques microns, 
avec une repartition granulomtoique Annie, de fegon k pouvoir adapter la 
granulomtoie des PV au mode d'administration choisi et/ou le site 
tfatapeutique vis£. Par exemple, si une immunisation mucosale par la voic 
(Kale est recherctee, la taille des PV doit toe comprise entre 0,5 pm et 10 
jun, afin que les PV puissent p6i£trer les plaques de Peyer et attetndre les 
tissus lymphoides. Dans le cas d'une administration sous~cutan&, 3 y a 
avantage * disposer de PV de taille sup&ieure k 10 /un pour que les partictdes 
ne rentrent pas dans la circulation g£n£rale oik elles sont rapidemcnt 
wit»nali«feg par le systfeme r&iculo-endotbflial, mais qu'elles difiusent 
p rogr e ss i vemcnt dqxns leur site d'injection. 
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Cede specification implique un contrdle dunensionnel des PV, k la ftris sur la 
distribution de la granulomdrie des PV et sur leur diam&re moyen, qui 
reprfeente une operation tits dflkate sur le plan technologique. 

2 - n est souhaitable que ks PV a&surent la protection du PA jusqu'au site de 
5 fibtetion. Par exemple, dans une administration male d'un PA fonn6 par un 

vaccin, ce dernier gagnerait k tee prot6g6, tout au long du tractus 
gastro intestinal ■ 

3 - II est prtf&able que le polymfare, constituant les PV, soit biocompatible et 

biodegradable et, encore mieux, qu'il soit m£tabolis6 en produits non toxiques 
10 pour Forgamsme. 

4- n est £galement avantageux que le polymfere, constitutif des PV, n'indirise pas 

de rfpoose immunitaire (immunog&iiale). 
5 - Enfin, il est £galement prfffeable que les PV pidssent fitre obtenues par un 
proc£d£ non d£naturant pour le PA. Aina, F usage de solvants organiques ct/ou 
IS de temperatures fiev£es est k proscrire. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de founiir des PV k base de 
polyaminoaddes qui soient d*une granulom&rie moyenne contrdlable et ajustaHe, 
et ce, dans des ordres de grandeur variant de 200 (MPV) jusqu'i qudques 
nanometres (NPV). 

20 Un autre objectif essentiel de 1 'invention est de foumir des PV qui soient 

simples k preparer (pH non agressif), stables k tout pH compris entre 4 et 13 et non 
immunogfenes. 

Un autre objectif essentiel de r invention est de foumir des PV k base de 
polyaminoaddes qui soient disables industridlement et &onomiques et qui soient 
25 aptes k se charger en PA avec des forts taux de chargement 

Un autre objectif essentiel de r invention est de fburnir un proc6d£ de 
preparation de MPV et/ou de NPV k base polyaminoaddes et susceptibles d'fitre 
mifisfes comme vecteurs de PA, ledit proc&K se devant d*6tre 6oonomique, simple 
k mettre en oeuvre, non d^naturant pour les PA et devant, en outre, pennettre une 
30 maitrise fine de la granulom&rie moyetme des particules obtenues (maximum 
200 /an). 
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Un autre objectif essential de 1'invention est r utilisation des susdites 
partkuks pour la preparation de medicaments (e. g. vaccins) et/ou de nutriments, 
en paiticulier pour administration per os, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanfc, 
intraveineuse, intramusculaire, intradennique, intraperitoneal, intracer&nak ou 
5 parenteral, de principes actifs, tels que des proteines, des glycoprotein, des 
peptides, des polysaccharides, des lipopolysaccharides, des oligonucleotides et des 
polynucleotides. 

Un autre objectif essentid de 1' invention est de fournir un medicament 
du type systfeme & liberation prolong^ de PA, qui soit biocompatible et qui procure 
10 une haute biodispombilite du PA. 

Les objectift rdatift aux produits, parmi d'autres, sont atteints par la 
pngsente invention qui concerne des paitkules de vectorisation de prinripe(s) actios), 
du type de cefles i base de polyaminoacide(s) et de taille moyenne inferieure & 
200 /un, caracteris&s : 
IS - en ce que leurs polyaminoacides constitutifs complement au 

moins deux types d'aminoaddes i&unents AAN et AAI : 
. le type AAN correspondant & un adde amine neutre 
hydrophobe, 

. et le type AAI correspondant i un adde amine k 
20 chaine lat£rale ionisable, au moins une partie des 

aminoaddes rfcunents de type AAI etant sous fonne 
ionisee, 

les aminoaddes rfcuntnts dechaque type, AAN et AAI, 
etant identiques ou diffcrents entre eux, 
25 - en ce que le rapport molaire AAN/ AAI + AAN ^ 20 56, de 

preference ^ 25 %, 
- et en ce que la masse molaire en poids Mw des 
polyaminoacides est superieure ou egale & 10 000 D, de 
preference comprise entre 20000Det500000Det, phis 
30 prdfSrentiellement encore, comprise entre 50 000 et 

500 000 D. 



2732218 



9 

n est du mfrite de la Demanderesse d'avoir proc£d£ & une selection 
parmi ks poiyaminoatides, pour ne retenir que ceux ayant pour trait d'fttre non 
hydrasotubles, fbnnant des suspensions coDoidaks stables dans un large domaine de 
pH compatibles avcc k pH des milieux physiologiques pour les applications viste 
5 et c omporta nt un premier type de mooom&res AAN form6 par un acide aming neutre 
hydrophobe et au means un deuxifcme type de monomferes fonn£ par un aride anting 
AAI, caract£ris6 par une chaine latfcde de fonctionnalitf caiboxyle (Glu, Asp), 
kxrisabk & des pH physkriogiques non cknaturants pour les protfines. 

Selon une caract&istique de invention, ces polyaminoacides (PAA) soot 
10 Knfcrires et, plus prff&entiellement encore, pr&entent des enchainements a- 

Sekm une autre caract&istique de Finvention, la masse des 
polyaminoacides sflectionn6s est fiev£e. 

Ces polyaminoacides, de prtf&ence polyaminoacides, fonnent des 
15 polymiies amphiphiks pouvant interagir, & la fois avec des substances hydrophobes 
et des substances hydiophiles, ce qui loir confere des propri&& remarquables 
comme fr««inartif« ou oomme dispersants. Mais, en plus de leurs proprid^s 
amphiphiks, ces polyaminoacides se distinguent par une propria nouveOe et tout 
i fait inattendue, les chatnes de polyaminoacides en solution aqueuse s* assotient 
20 spontantmen t et fonnent des particuks qui peuvent s 'associer avec des protfines. En 
pratique, oes paiticules fonnent, de pifffcrence, des matrices au sein desqudks sort 
disperses le (ou ks) PA. La structure lin&rire prtterte par enchainements or- 
peptkftques et la masse molaire flevfe sont aussi des caract&istiques importantes de 
oes poly aminoacides . 

25 Ces PAA non hydrosolubks se distinguent par une propriflS nouvefle et 

tout & fait inattendue. Mis au contact d'une solution aqueuse, ils fonnent 
spontantoent, dans celle-ci, une suspension coOoidale de nanopaitkuks (NPV) 
suscqrtibks de s'agrfger en microparticules (MPV). En outre, des protfines en 
solution peuvent s'assoder spontan&nent avec ces particules pour former des 

30 particuks charges de PA. 

Cette d&ouverte est d'autant plus surprenante que Tensetgnement de la 
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demande WO 93/25 583 &ait plutdt de nature k inciter 1 'homme du m£tier & orienter 
ses recherches d'un mat&iau id£al pour ^encapsulation" de protfines, vers d'autrcs 
prodirits que les pdyaminoacides. En dfet, les nombreux essais, r6alis& et doon£s 
dans la demande de brevet WO 93/25 583, laissent i penser que, panni tous ks 
5 polyammoaadestestSs, sails ceux sflectioimfa et reveodiqufe conviennent Ce n'est 
qu'su tenne d'une demarche inventive que la Demanderesse a pu prouver qu'il n'en 
ftait lien en proposant une autre sflectkm de polyaminoarides ayant un 
eo m port em ent different de ceux selon le WO 93/25 583, ces PAA fiant, en 

10 - des PAA lin6rires et de masses molaires flevSes (sup&ieures £ 10 000 D), ptutflt 
que des petits otigoinferes ramifies, 
- des PAA insolubles, plutdt que solubles, et il est surprenant que ces PAA 
insolubles ferment spontandment une suspension colloidale de NPV et que des 
protfines s'assodent spontan&nent i ces NPV. 

15 Les polyaminoarides pr&frfe sont des polymferes synth&iques lindanes, 

composes, avantageusement, dVammoacides lids par des liaisons peptides. Heriste 
de nombreuses techmgiM* syntbdiques pour former des polymferes & blocs ou 
•tatkrigii^^ des polymferes i chaines multiples et des polymferes contenant une 
sequence d&enninfie d'aminoaddes (cf. Encyclopedia of Polymer Science and 

20 Engineering, volume 12, page 786 ; John Wiley & Sons). De nombreux d6riv£s 
(T aminoackles ** peptides nnt fy£ utilises comme monomferes pour la preparation 
des polyaminoarides. Cependant, les mooomferes servant le plus containment son! 
ks anhydrides des N-carboxy-o-aminoacides dont la preparation est dono6e, par 
exenqile, dans Copolymers, 15, 1869 (1976). Les techniques de polymerisation de 

25 ces monomfcres sont oonnues de l'homme de Tart et sont d&aill&s dans l'ouvrage 
deH.IL KRICHELDORF •o-Amimacid-N-Caiboxy Anhydrides and Related 
Heterocyeks* Springer Verlag (1987); 

Les techniques de synthases impliquent, g£n£ralement, de proper ks 
fondkns idactives des acides amines & chaines lat&ales ionisables, afin qu'eDes 

30 n' intoft re n t pas kss de l'dape de polymerisation, n s'ensuit qu'une Aape de 
dlprotoctkn est ntoessaire pour i&ablir la fonctionnalit£ des chaines lat&aks 
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knisables du polymfere. On peut titer, par exemple, les proctors de deprutection par 
inpqmficarion dcs esters mftfayliques (STAHMANetcoll; J. Biol. Chem., 197, 771 
(1952) ; KYOWA HAKKO, FR 2 152 582) ou de d&enzylatkm [BLOUT et cdL ; 
J. Amer. Chem. Soc., 80, 4631 (1858)]. 
5 Avantageusement, les PV oat une concentration moyenae en 

poiyaminoackie variant de 0,01 % & 15 % poids sec, de preference de 0,05 i5 % 
poids sec. 

Seton un mode pr6ffe6 de realisation des paiticules sdon l'invention, 
T AAN (ou les AAN) est(sont) chcrisi(s) dans la liste sirivante : Leu - Be * Val - Ala - 
10 Pro - Phe - et leurs mflanges et TAAI (ou les AAI) est (stmt) formes) par le Glu 
et/ou F Asp. 

De manftre plus prefSr6e encore, les particules de l'inventkm soot 
camcf£ris6es en ce que leurs polyaminoacides constitutes component un seul type 
de monomfcres AAI conespondant, de p r efe rence, k Glu et un seul type de 
15 monomferes c on espondant, de preference, k Leu. 

Le fidt de limiter le nombre de comonomferes k deux settlement : un de 
type AAN et un de type AAI, permet de minimiser rimmunog&ricitg des particules. 
B s'agit Ik d'un avantage notable de cette frame pief&fe de realisation de 

20 La taille des particules de polyaminoacides sflectionnes fait partie des 

cements fbodamentaux de la presente invention . Avantageusement, ces particules ont 
une taille moyenne comprise entre 0,01 et 200 /im, avec une repartition 
granulometrique etroite. 

L'un des atouts de r invention est d'fitre parvenue & un trfes bon contrfHe 

25 de la granulometrie moyenne des particules et de leur repartition gianulometrique. 
Ce contrite passe par 1'atteinte de failles de particules extrfenement reduites, de 
l'ordre de qudques nanometres et de trfcs foible polydispersite, sachant qu'fl est 
possible d'augmenter la taille de ces nanoparticules par agregation. Sans que cefane 
soit limitatif, on pent ainsi distinguer deux populations de particules en fraction de 

30 leurs tailles. 

La prem&re de ces populations regroupe les particules de type NPV 
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nanoparticuks, de taQle moyenne comprise entre 0,01 et 0,5 /an, de preference 
cntrc 0,03 et 0,4 /un. 

La deuxkme population comprend les paiticules de type MPV, de tailfc 
moyenne sup£rieure & 0,5 /tin, de preference inf&ieure ou 6gak & 20 /tin. 
5 Au sens de 1'invention, on entend, par taiDe ou granulomdtrie moyenne, 

la moyenne arithmaique des dkm&res en volume (D4,3) &ablis par diffraction laser 
dans k cas des MPV, et le diamfetre de gyration mesurS par diffusion flastique de 
la bribe dans k cas des NPV. 

Les micrvparticuks MPV sont, avantageusement, obtenues & partir des 
10 nanopartiades NPV, e. g. par agination. 

Selon une vaiiante, les mcropartiades compiennent an moins un agent 
d*agr£gation. 

Ctafbnngment&unec ptgfcnfe de 1'invention, ks partieuks 

c omp re an ent au moins un principe actif . 
15 Le contrdte de la taille des MPV et NPV s'opfere, dgalement, par 

l'interm&iiaire de la composition des polyanrinoactdes mais aussi, pour une mfane 
composition, de la structure oidonn& (sdquentielle alternfe Sj) ou d&ordam£e 
(s&pientielk ateatoire SJ. 

La nomenclature qui sera utilisfe, dans le present expose, pour nommer 
20 ks polyaminoacides est la stdvante : poly AAN1/AAN2/.../AAI1/AAI2/...- 
A/B/C/D..., A, B, C, D... tent ks pourcentages molaircs des acides amines. De 
plus, on distingue la structure onlonnfe en blocs de la structure d&ordonnge ou 
statistique en ajoutant k terme "blocs". Par exempk, k copolymfcre statistique 
compost de 30 * de leucine et de 70 % d'acide glutamique est k poly Leu/Ghi- 
25 30/70 et k oopolymfere avec la mftme composition et de structure blocs (Leu).-(Glu)u 
estkpoly Leu/Glu blocs-30/70. 

Suivant un mode pr6fo£ de realisation de 1'invention, ks paiticules sont 
caractfrisfcs en ce que AAI = duet AAN = Leu. 

Outre ks particules d&rites supra & titre de produit nouveau per se, la 
30 prfsente invention a 6gakment pour objet un proc&tt de preparation de particuks 
& base de pdyaminoackle(s) et susceptibles d'fitre utilis&s comme vecteurs de 
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principe(s) actios), caract£ris6 : 

. en ce que Too met en oeuvre des polyaminoaddes : 

▲ comprenant au mains deux types d'aminoacides 
^currents AAN et AAI : 

. le type AAN conespondant k un adde amm£ 

neutre hydrophobe, 
. et le type AAI conespondant & un adde anrin6 & 
chaine latfnde ionisable, 
a la masse molaiie en poids M» du (ou des) 
polyammoacidefr) &ant sup&ieure ou 6gale i 
10 000 D, de pr6ttrence comprise entire 20 000 et 
500 000 D et, plus pr£f6rentiellement encore, tent 
comprise entre SO 000 et 200 000 D, les aminoacides 
laments de cbaque type AAN et AAI Oast 
identities ou diff&ents entre eux, 
a le rapport molaire AAN/ AAI + AANfent 2s 20%, 
de prfif&ence ^ 25 % , 
- en ce que Ton realise une dispersion de oes polyaminoaddes 
dans un liqiride, de prtf&ence dans une solution aqueuse 
saline, dont on a ajustg le pH k une valeur cbcisit de telle 
sorte qu'au moins une partie des aminoacides de type AAI 
soft sous forme ionisfe, 
* et en ce que Ton iecueille ainsi une solution colloidak de 
particules. 

Ce proc6d6 est Tun de ceux permettant d'obtenir les particules NPV 
prfaentte d-avant Ces particules peuvent done tee cefles dans lesqudles 1* AAN 
(ou les ANN) est(soot) chdsi(s) dans la liste suivante : Leu - De - Val - Ala - Pro - 
Phe - et leurs melanges et cdles dans lesqudles l'AAI (ou les AAI) est(sont) 
formes) par leGlu et/ou V Asp. 

La formation des NPV se prodirit done de manure simple, dans une 
solution aqueuse saline (par exemple) et & un pH choisi de Idle sorte qu'au mains 



14 



2732218 



une parte des monomferes AAI (de nature identique ou difteren te entre eux) soit sous 
forme kmsfe. Cede ggn&atioo spontanfc de nanoparticules, par dispersion de 
(xyriyanrinoacides en milieu salin, est remarquable de simplkte, d'&onomie et 
done de feisahilitf industrielle. 
5 De plus, il est possible, par cede m&bode, d'gviter ks sohrants 

orggriques, gfafaakment utilises pour preparer ce type de particules et qui soot 
ooonus pour entndner la <knaturation des protfincs. 

Les conditions d'obtention de oes NPV sont aisfcnent maltrisabks par 
Homme du rn&ier. 

10 La formation de NPV depend, d'une part, de la nature de la solution 

aqueuse de dispersion et, d'autre part, des caract6ristkjues du polyaminoatide. 

Les solutions aqueuses de dispersion des polyaminoaddes ddvent 
s at isfi ui e certaines conditions de pH et de force ionique. On conceit, en effet, 
fecDemcnt que la stability des nanoparticules de polymfcres, contenant des 
IS groupements ionises, depend de la force ionique. Quant au pH, il est bien sQr 
fbnctkn de la nature des groupements kmisables, drat il fixe la fraction f 
d'kmsatioo. Ainsi, pour des groupements carboxyliques, f enrft avec le pH. 

En tout 6at de cause, Tun des avantages certains du proc&k sekm 
I'iiivention est de pennettre la formation spontanfe des NPV indfrendamment du 
20 pH, dans un domaine Aendu de pH compris entre 4 et 13, ce qui couvre largement 
k domaine des pH biologiques et ouvre ainsi un large champ d'applkations. 
Les NPV de polyaminoaddes ferment des solutions colloidaks. 
Pour ces polyaminoaddes, ks caractfristiques discriminantes de la 
formation de NPV sont : 
25 i) - la masse molaire, 

n) - la nature des acides amines, 
in) - ks proportions en acides amines, 

mi) - la presence d'enchalnements lindaires, de preference ot-pepridiques. 
Ces caract&istiques sont discuties ti-dessous. 
30 Concexnant r influence de la masse molaire, on peut indiquer que la 

formation des NPV r&ulte de 1'association, entre les chaines, de polyaminoaddes 



15 



2732218 



et que cdle-ci s'opfere diff&emment suivant lair masse molaiie. 

Les polymferes de masse molaiie it 10 000 D, de pr€f£rence comprise 
cntre 20 000 el 500 000 D ^ plus pr^fi&ratidlement eoccHe, comprise entre 50 000 
et 200 000 D, se dispersent fecilement en solution aqueuse et foment des 
5 <ot^iwtdnnft colloaalcs de NFV stables. Dans les m£mes conditions, les polymbes 
de plus firibk masse molaiie ne foment pas de suspensions colloidaks stables, one 
paitie des particuks prfcqritent et les NFV, maintenues en dispersion, sont pen 
diflusames L'assodation des chaines de polymfcres en NFV est done d'autant plus 
fevorabk que la masse molaiie des polyaminoarides est flevfc. 
10 Concemant r influence de la nature des arides amines et de leur 

proportion, on port pr&riser que, dans lecas des poly Leu/Glu, la fraction en leucine 
doit tee suffisamment fievfe pour dviter que le polymfere ne soit totalement soluble 
et assurer des interactions hydrophobes suffisantes pour que les chaines de poiymfcrcs 
s'associent en NFV. La concentration critique en leucine, en dessous de laquefle le 
15 polymfcre est soluble, est comprise entre 20 % et 30 %, par exemple. 

Four la mise en oeuvre de la preparation de NFV confomes k 
rinventkm, on fixe, avantageusement, la molarity de la solution saline entre 10 4 et 
1 M, de pittance 10* M i 0,5 M environ. 

Suivant une autre modality pratique de r invention, on choisit ks 
20 concentrations en polymfere dans la solution exprimfe en % poids/volume, 
m pfrku res ou 6gaks & lfr 2 , de prgffcrence comprises entre 0,05 et 30 et, plus 
prfffaentidkment encore, entre 0,05 et 5. 

Dans la mesure oik Tune des applications les plus remarquables des 
particules et leur proc£d6 d'obtention selon r invention est le transport sous 
25 protection de prindpes actifc dans rorganisme humain ou animal, il est avantageux 
de prfvcrir, & cette fin, qu'au menus un principe actif soit dissous dans le milieu 
liquide de formation des particules. 

Cede mise en solution du principe actif, en particulier protfique et 
polypeptkiique, s'eflfectue, de preference, avant introduction des polyanrinoaddes 
30 dans k milieu, de sorte que Ton obtienne, apifcs cette introduction, une solution 
coQoidak de particules chargdes en principe actif. 
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Sans vonloir tee lie" par la thterie, on petit supposes- que 1'interaction 
entre le PA et les polyaminoarides precede d'associatkms hy dr ophobes et 
ei cctrostatiques. 

Ed resume, l'encapsulation sekn l'invention consiste done k : 
5 - mcttre en solution aqueuse le PA k encapsuler, 

- et k dfoperser du polyaminoacide dans une solution aqueuse, puis k mflanger la 
suspension coOoidakde nanoparticules ainsi fbnnfe k la solution de PA, ou bien, 
et de fegon prgffefe, k disperse; directement du polyaminoacide dans la solution 
de PA, de man&e k obtenir spontanement des nanoparticules charg&s en PA. 
10 Une des caracteristiques essen tidies majeures de l'invention est que le 

ph6aom fene d ' association du (ou des) PA avec les paiticules est indlpendant du pH. 

fl a 6tgvuriHlessns que h dispersion ducopolyamin^ 
Bqukte, salin de preference, constitue une (tape d6 du proc&K de proration de 
paiticules tventneflement chargfes en PA sdon l'invention. Le precede sekm 
IS l'invention se singularise, egalement, en ce qu'il comprend au moins une etape 
supplemental d'agr^ation des nanoparticules (NPV) en miewpartiades (MPV), 
de preference k l'aide d'un sel et/ou d'un aride et/ou d'un polymfcre 
(avantageusement un polyflectrolyte). 

Grice k cette caracteristique du precede de l'invention, il est possible 
20 d'agrfger des NPV de taffle comprise entre 0,01 et 0,05 pm, en MPV de taiDe 
comprise entre 0,05 et 200 pin, de preference entre 0,05 et 20>m et, phis 
iddakment encore, entre 0,05 et 10 jim. 

Cette agregation doit tee realis6e dans des conditions non denaturantes 
pour le PA et la Demanderesse a trouv6 que 1'addition, notamment de sels ou 
25 d'acides ou de polymfcres cationiques, entraine l'agregation des NPV en MPV. 

L'addttkm de sels pennet d'augmenter la force ionique du milieu et 
provoque l'agregation des NPV en 6crantant les repulsions fiectrostatiques entre ks 
particules. De plus, le sel peut aussi agir comme agent de reticulation des fractions 
carboxyliques des polyaminoacides presentes k la surface des particules et provoquer 
30 ainsi leur agination par complexatkm de plusieurs acides carboxyliques sur le cation 
du seL Dans ce cas, on chdsira, de preference, des sels polycationiques parmi ceux 



2732218 



17 

fonnant des complexes avec les acides carboxyliques, tek que les sels de Fe 2 *, Fe 3 *, 

Zn 24 , Ca 2 *, AP + , AP+etCu 2 *. 

L'addxtkm d'arides diminue la fraction f d'ionisation en neutralisant les 

fractions carboxyliques des polyaminoacides et entraine ainsi Fagr£gation des NPV 
5 en MFV. La fraction d'ionisation & laqudle s'opfcre Pagination depend de la 

composition du pdyaminoatide AAN/(AAN + AAI). EUe est d'autant ptos fidMe 

que h proportion en AAI est flev&. L'adde qui est addition^ est, 

avantageusement, un adde fort de pKa infigrieur k cdw des f onctions carboxyliques 

dans les pdyaminoarides. 
10 Les polymfcres cationiques agissent comme des agents d'agrfgation en 

associant les NPV : ils forment des complexes entre ks functions carboxyliques i 

la surface des partkuks qui soot ainsi rdi&s entre dies par les motf cuks de 

polymfcres catkxriques. 

Les conditions d'agregation des NPV en MFV sont d£vdopp6es dans les 

IS exempts. 

En fin de precede, avec ou sans encapsulation de PA, on rfc up fe re lei 
(nano) et les (micro)particules par tout moyen connu en soi et approprie. En pratique 
on peut, par exempte, £me usage de la centrifugation et la lyophyiisation. 

Le principe actif, susceptible d'fitre inclus ou incorpore (de preference 
20 sekn une configuration de type matrice) dans ks particules selon r invention, 
oblenues ou nonpar k precede d&rit supra, est m&Keamenteux et/ou nutritkmnd. 
n est, de preference, chew parmi : 

▲ ks protfines et/ou ks pqptides parmi ksquels les phis 
prefSrentiellement retenus sont : les h£moglohines, les 

25 cytochromes, ks albumines, ks interferons, les antigboes, ks 

anticorps, la calatonine, Ferythropoietine, l'insuHne, ks 
hormones deenrissance, kfacteur DC, l'interieukine ou kurs 
mdanges, 

a ks polysaccharides, l'h£parine £tant plus particuliferement 
30 sflectionnee, 

▲ les addes nudfiques et, prtf&ablement, les oligonucleotides 
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d'ARN et/ou d'ADN, 
a et leurs mflanges. 
A tine d'exemple de produit nutritionnel , on peut citer les vitamines, les 
ackks annuls el ks otigoflgments. 
5 Sdoa un autre de ses aspects, rinventkm vise egalement l'utilisation de 

era NPV et MPV charges en PA, pour la fabrication de medicaments du type 
systfanes k liberation contrttiee de PA. 

La prfaente invention cooceme, enfin, ks medicaments et les special^ 
pharmaoeutiques comprenant les PV charg^es en PA et definks ci-dessus. 
10 Les exempks qui suivent permettront de mieux c ompr e ndre rinvention 

dans ses diff£rents aspects produit/pioced£/q)plication. Ces exemples illustrent la 
pr£pratkm de partkuks de pdyannnoaddes charges ou mm en princes actifs, de 
mfime qu'ik prfacntent les caract£ristique de structure et ks propriety de ces 
particuks. 

15 

EXEMPLES 

I - RuSFARATKW MS POLYAMINOACIDeS TESTES. 

20 Les poiymferes mis en oeuvre dans les exemples sont des copolymferes syntb6tiqucs 
tineaires, de structures en blocs ou statistiques, & base de leucine et d*ackk 
glutamique. Leur masse molaire moyenne en pokls Mw, d£termm6e par diffusion 
flastique de la lumgre dans k solvant trifluoruac&ique, est comprise entre SO 000 D 
et 150 00QD. Les poiyanrinoaddes ont des masses molaires en poids Mw, 

25 d&ermmdes par diffusion eiastique de la hnnftre dans k solvant adde 
trifiooraoetique, comprise entre 50 000 D et 150000 D. 
Ces polymferes sont obtenus & partir du copolymfcre de leucine et de glutamate de 
mdtfayk doot on retablit la fooctionnalite des chaines lat6rales ionisables du glutamate 
de sodium, en utilisant ks precedes de deprotection connus des esters m&hyhques 

30 dfcrits, par exempk, par STAHMAN et aril., J. Biol. Chera., 197, 771 (1952) ou 
dans k brevet KYOWA HAKKO, FR 2 152 582. 
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Lc copotymtee de leucine el de glutamate de m&hyle est obtenu & partir des 
anhydrides des N<artaxy^amincwcides (NCA) de leucine et de glutamate de 
mfthyle, dont la preparation est donnfe par exemple dans Biopolymers, IS, 1869 
(1976). Les techniques utilises, pour la polymerisation des NCA en polymferes de 
5 structures en blocs ou statistiques sont connues de rhomroe de Tart et soot dftafflftss 
dans Touvrage deER. KRICHELDORF •a-aminoacides-N-Carboxy Anhydrides 
and Belated Heterocydes", Springer Veriag (1987). 

II - FORMATION SB NANOPARHCULES CB POLYAMINO AODfS (NPV) AVEC OU 
10 SANS INOODOBAHON DB FBINOFES ACIffS. 

il1 - influence de la concentration en aan sur la formation de 
pasticules. 

15 Exbmrjb 1 : Formation » nanopabucules k poly Lhj/Glu-30/70, 

50/50 8T 75/25. 

100 mg de copolyaminoackles statistiques de leucine et de glutamate de sodium, de 
composition Leu/Ghi = 3QT70 et de masse molaire Mw = 90000 D, sont disperses 

20 dans 100 ml d'une solution de chlorine de sodium de molarity lfr 2 mol/1. Quel que 
soft lepHdela solution compris entrc 4,5 et 12 que Ton peut ajuster par addition 
d'adde chkriiydrique ou d'hydroxyde de sodium, le polymfere forme, spontan&nent, 
une diversion coQoidak de nanopaiticules. En milieu acide de pH infftieur & 4,5, 
qui oonespond k une fraction d'ionisation f 6gale & 0,05, le polymfere lyopbifisf ne 

25 se disperse pas dans la solution et teste insoluble. 

Le tableau 1 d-dessous iassemble les observations r£alis£es dans les mfimes 
conditions de dispersion, avec ks copolyaminoackles statistiques de leudne et de 
gln ta*nah» de sodium, de composition Leu/Glu = 50/50 et 75/25 et de masse moiaife 
Mw 6gales, respectivement, & 150 000 D et 85 000 D. 
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Tableau l 
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Dfi L'ACffi* CVJmVUOQOT 


Poly Leu/Glu-30/70 


[4,5-12] 


> 0,05 


Poly Leu/Glu-50/50 


[4.7-12] 


> 0,05 


Poly Leu/Glu-75/25 


16,2-12] 


> 030 



Exbmhjs 2 : Soixnmrrt nu poly Leu/Gta-18/82. 



Cet exemple montre que les copolymferes de leucine et de glutamate de sodium de 

composition Leu/Glu = 18/82 ne forment pas de nanopaiticules, car 3s soot 

totakanent solubles dans l'eau, quel que soil le pH £4,5. 

10 mg de poiy Leu/Glu-18/82 lyophilis£ soot disposes dans 0,5 ml d'une solution 

decManirede sodium de molarity 10* moI/L Le polymfere est totalement dissoos et 

la solution est Unqnde. 

n ne se fonne pas de nanopaiticules. 

EXEMPLB 3 : STAEHJT£ DES SUSPENSIONS COLLOlDALES DE POLY Ldl/Gfal. 

100 mg des copotyaminoacides statistiques de leucine et de glutamate de sodium de 
composition Leu/Glu = 30/70, 50/50, 75/25 et de masse mobile Mw, £gak, 
respectivenienU ft 90 000 D, 150 000 D et 85 000 D, sont disperses dans 10 ml, 
5 ml et 2 ml d'une solution d'hydroxyde de sodium de molarity 10" 2 mol/1, fonnant 
amsi des solutions de concentration 1 %, 2 % et 5 % p/v de chacun des 
poiymriiioacides. Les diversions sont ensuite laiss&s en test de stability ft 
temperature ambiante (15-25 *Q pendant 4 uxhs. A Tissue de cette p£riode, les 
nanopaiticules n'ont pas d&ant£ et la difiusivitg des solutions n'a pas change. 
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DL2- Influence de la structure non ordonn£e ou dihloc des 

lULAlflNOAODES. 

Four ks polyaminoatides diblocs, ks interactions hydrophobes et hydrophiks soot 
5 beaucoup plus favorabks, car elks s'exercent entre des blocs d'addes amines de 
leucine ou d'aode glutamique entre les chaines de polyaminoaddes. Le poly Leu/Glu 
dibloc-50/50 forme des nanoparticules. 

Exbmple 4 : Formation db nanoparticules db poly Len/Gta hbloc- 
10 SO/50. 

100 mg de copoiyammoacides statistiques de leucine et de glutamate de sodium, de 
composition Leu/Glu = 50/50 et de masse molaire Mw = 20 000 D, sont disperses 
dans 100 ml d'une solution de chlonire de sodium de molarity 10* mol/L Quel que 
15 soit kpHdela solution, compris entre 3 et 12, que Ton peut sguster par addition 
d'acide chtehydrique ou d'hydroxyde de sodium, kpcriymfere forme, spontan6ment, 
unc diversion cofloidak de nanoparticules. En milieu acide, de pH inf&ieur i 3, k 
potymfere ne se disperse pas et reste insoluble. 

20 IL3 - Dimensions et structure des nanoparticules de Poly Leu/Glu. 

Les nanoparticules de polyaminoaddes ferment une solution collcridak. Les mesures 
par diffusion statique ou quasi flastique de la lum&re pennettent de mesurer la tailk 
et la density de pdymfre dans ks nanoparticules. 

25 Le tableau 2 d-dessous regroupe des mesures efifectufesipartirdespdyaminoackles 
statistiques de compositions Leu/Glu = 30/70, 50/50, 75/25 et de masses mobiles 
Mw 6gales, respectivement, i 90 000 D, 150 000 D et 85 000 D, ainsi que du 
polyanrinoaride dOrioc de composition Leu/Glu = 50/50 et de masse molaire 
Mw = 20 000 D. Pour ces mesures, les polymfcres sont dissous dans une solution 

30 de chlorate de sodium de molarity 1(T 2 mol/1 et de pH - 7. 
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Tableau 2 
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Poly Lcu/G1b-3Q/70 


102 


0,4 


MyLeu/Gto-5(V50 


86 


3.6 ? 


Baiy Lou/Gfe-75/2S 


330 


1,9 


My LoH*Hn <fibkx>5Q/50 


163 


4,1 



10 Les dimensions des nanoparticules varient avec la composition des polyaminoackles. 
Pour one mfime composition, dies dependent de la structure dibloc ou d&onkxmfc 
des chafnes de pcriyaminoacides. 

De plus, les repartitions des diamines des nanoparticules de polyanrinoacides sort, 

d'aprfes ks analyses par diffusion quasi Sastique de la lumifcre, monomodales et 
IS ress er rtes autour de kur valeur moyenne. Les largeurs des distributions obtenues 

soot comparabks ou inf&ieures & cdle du polystyrene de polydispersite dgate i 1 ,2. 

La concentration depolymfee dans les nanoparticules est remarquablement faibket 

toujouninftrieure&5 % p/v. Elk depend de la composition de la structure dibloc 

ou d6sordonn6e des polyanrinoacides. 
20 Par aiDeun, robsexvation par microscopie flectronique (TEM & coloration negative) 

montre que ks nanoparticules ont une forme sph6rique ou kgferement aUongfe. 

IL4 - ASSOCIATION DES NANOPARTICULES AVEC LES PROT&NES. 

25 Le pnxAie d'encapsulation est d&rit avec, pour protfines modfeles, l'b&noglobine, 
ks cytochromes C de coeur de cheval et de Sacchawmyces cerrvisca, ralbumine 
bovine et Tovalbumine. Leurs masses molaires sont comprises entre 12^5 kD et 
66 H>. 
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L'assoriation entre les nanoparticuks de polymfere et les protfines est mise en 
Evidence par ultracentrifugation analytique. Les solutions de polymfexes et protfines 
soot centrifiigfcs & grandes vitesses et l'avancement des fronts de sedimentation da 
potymbe et des prot&nes est suivi par la mesne de la densitg optique aux longueurs 

5 d'onde i 250 nm et i 410 nm. 

L'assoriation entre les protfines et les particuks colloldaks est caiact£ris6e par 
r existence d'un front unique de sedimentation cotrespoodant & la superposition des 
fronts de sedimentation aux deux longueurs d'onde. Dans le cas contraire, en 
absence d'assodatkm 9 ks fronts de sedimentation de la protfine et des particuks 

10 eoHoidaks sont distincts et ne se supecposent pas. 



5: Association do poly Leu/Ghi-30/70 avec lb 
C. 



IS 10 mg de cytochrome C sont dissous dans 100 ml d'une solution tampon de 
ph^T^t* de sodium de pH £gal & 7,2 et de molarity 0,01 mol/1. 100 mg de poly 
Leu/Ghi 30/70, de masse molaixe Mw = 90 000 D, sont ensuite disperses 
dircctement dans cette solution. La plupart du cytochrome C s&hmente avec ks 
particuks colloidaks de polymfere tors de la centrifugation. L/ analyse de la density 

20 optique des fronts de sedimentation montrc que 80 % du cytochrome sont assoctfs 
aux particuks coDoidaks. 

Exemflb 6 : Association do poly Leu/Glu-50/50 avec le 

CYTOCHROME C. 

25 

10 mg de cytochrome C sont dissous dans 100 ml d'une solution tampon de 
phosphate de sodium de pH ggal & 7,2 et de molarity 0,01 mol/1. 200 mg de poly 
Leu/Glu-50/50, de masse molaiie Mw = 150 000 D, sont ensuite disperses 
directement dans cede solution. La plupart du cytochrome C s£dimente avec ks 
30 particuks coDoidaks de polymfcre tors de la centrifugation. L'analyse de la densitf 
optique des fronts de sedimentation montre que phis de 80 % du cytochrome 
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assocfe aux partkuks colkridales. 

EXEftffLE7: ASSOCIATION DO POLY Leu/Gfa-3W70 AVEC i/HfefOGLOBDiE. 

5 Dans cet exempk, la suspension coDoidate du polyaminoacides eCdela piutfine est 
prgparfe de deux felons diff&entes, & partir de la mfeme solution tampon de 
1'exempk 4, mais en modifiant rordre de mise en solution. 
1- Le poly Leu/Glu-30/70, de masse molaire Mw = 90 000 D, est disperse dans 
la solution d'h&noglobine suivant les mfemes additions que celks de 1'exempk 
10 4. L'analyse par ultracentrifugation de la suspension colkndak montre 

1» association de I'tenogtobine et du polyaminoacides dans les nanoparticuks. 
2 - Le poly Leu/Glu-30/70, de masse molaire Mw = 90 000 D, est disperse dans 
la solution tampon ne oontenant pas d'hdmoglobine. La suspension cofloidak 
farmte est ensuite mflangle avec la solution d'hlmoglobine. Dans ce cas, une 
15 fraction importante de l'h&noglobine, estimfc & 80 %, n'est pas assorife aux 

nanoparticuks de polyaminoacides et l'analyse par ultracentrifugation montre 
deux fronts de sedimentation correspoodant, respectivement, aux nanoparticuks 
de polyaminoacides et & l'h6moglobine. 
La prendre (tape de mise en solution de la prot&ne, avant diversion du 
20 polyaminoaide, assure, dans k cas de l'hdmoglobine, un mdlkur rendement 
d'encapsulation. 

EXEMFLE 8 : NANOFABTICULES DE POLY Leu/Ghl-30/70 EN PRESENCE 
D'OVAUQMINE. 

25 

Le poly Leu/Glu-30/70, de masse molaire Mw = 90 000 D, est disperse dans une 
solution de ddomie de sodium dans les mimes conditions que celks de 1'exempk 
2 avec, en plus, de l'ovalbumine. Les caract&istiques des particuks colloidaks 
analyses par diffusion de la lumifcre soot identiques & celks form&s en absence de 
30 protfine. La protfine n'empfiche done pas r association des polyaminoacides en 
nanoparticuks et ceci pour des concentrations en protfine 
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par rapport au polyanrinoacide. 

Ill - AGXfcAHON DBS NANOFAKHCULES. 

5 ffl.1 - Aggregation par addition d*un sel. 

EXEMFLE 9 : AGRfiGAHON PAR ADDITION SB SULFATE D* AMMONIUM* 

lOOmgdepoiy Leu/Glu-30ATO, de masse molairc Mw = 90 000 D, sont disperses 
10 dans 200 ml de solution tampon d'atide citrique et de phosphate de sodium de 
mobritf 0,05 mol/1 et de pH 6gal i 5. Une solution concentrfe de sulfite 
d'ammonium est additional lentement & la dispersion. Le volume vers6 est 
suffisammcnt £dbk devant cdui de la solution de dispersion , j usqu'i agnation des 
NPV en MPV. Les MPV ainsi obtenus ont un diamtae moyen 6gal k 8 /an. 

15 

IIL2 - Agr£gation par ABABSEMENT de pBL 

Les fractions carboxyiiques latdrales des polyammoacides dans les nanoparticuks 
soot partieUement ionis&s. Loir neutralisation, par addition d'un aride, entndne 
20 l'agrfgatioo des nanoparticules. 

L'agrtgatkxi pent toe rfaMsfe avec les arides dont la constante de di ssodation (PA) 
est inffineure & celle des fractions carboxyiiques lat&ales des polyaminoaridrs 

EXBMPLB 10 : AGStiGAHON PAR ADDfllON D'AODB CHLORHYDUQUE. 

25 

Les pdyaminoaddes statistiques de composition Leu/Glu = 30/70, 50/50 et 75/25 
et de masses moiaires Mw, 6gales respectivement i 90 000 D, 150 000 D et 
85 000 D, soot disperses dans des solutions tampons d'aride citrique etde phosphate 
de sodium de molarity 0,05 mol/1 et de pH 6gal k 5. Les concentrations des 
30 potyammoaodes soot de 0,01 % p/v pour les polyammoacides de composition 
Leu/Gb-30/70 et 50/50 et 0,005 % p/v pour cdui de composition 75/25. 
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L'agrfgatioo dcs nanopaiticules en suspension colloidale est icalisee par addition 
progressive d'une solution 0,1 mol/1 d'adde chlorhydrique, jusqu'a agregaboo des 
NFV en MFV. Les icsultats des mesures de granulomdtrie des MFV soot regroupes 
dans k tableau 3 suivant 

5 

Takjeau 3 
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Poly Leo/Gto-30/70 


20 pm 


P; 100] jm 


Poly Leu/Ghi-50/50 


6 pm 


[2;15],nn 


My LBo/Can-75/25 


3 pm 


[04; 8]^. 



IIL3 - AGKfiGATKW PAR COMPLEXATION A VEC UN POLYM&RE CATIONIQUE. 



15 Exnffu 11 : AcstG auon des nanopabucules de poly Leu/Gb-50/50 

FAR COMPLEXATION AVEC LA POLY D>LrLYSWE. 

Les Auctions carboxyliques latdraks des polyaminoarides dans ks nanopartkuks 
sont partieOement ionis&s. Lair complexation avcc un polymfere catkmique, tri que 

20 la potyLysine, entntine l'agr^gation des nanoparthiles. 

10 mg de poly Leu/Glu-50/50, de masse roolaire Mw = 150 000 D, soot disperses 
dans 100 ml d'une solution tampon de phosphate de sodium de molarity 0,01 mol/1 
et de pH £gal i 6. L'addition de IS mg de bromine d'hydrogfene de poly D£r 
Lysine, de masse molaire Mw = 15 000 D, permet d'agr£ger les nanopaiticuks de 

25 polymfcre en miaoparticules. Le diamfctre moyen des microparticules est oompris 
entie 10 et 20 §m en fiaisant varier le pH entre 2 et 9 par addition d'adde 
cfakxfaydrique ou d'hydioxyde de sodium. 
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REVINDICATIONS : 

1 - Particuks de vectorisalion deprindpe(s) artif(s), du typedeceflesi 
base de pdyaminoacide(s) et de taiUe rooyenne infSrieure & 200 fim, 

caract£ns£es i 

5 - en ce que lairs polyaminoacides constitutifs oomprament au 

means deux types d'aminoarides r&urrents AAN et AAI : 
. le type AAN correspondant k un adde amin6 neutre 
hydrophobe, 

. et le type AAI correspondant k un adde znani k 
10 cfaaine lat&ale ionisable, au moins une partie des 

anrinoacides ^currents de type AAI tent sous forme 
ionisle, 

les aminoarides r&urrents de chaque type AAN et AAI tent 
identiques ou diflfcrents entre eux, 
15 - en oe que le ratio mdaire AAN/ AAI + AAN £ 20 %, de 

pflggrence 2t 25 %, 

- et en ce que la masse molaire en pokb Mw des 
polyaminoacides est supdrieure ou dgale k 10 000 D, de 
preference comprise entre 20 000 et 500 000 D et, plus 

20 pitfgrentiellement encore, comprise entre 50 000 et 

200 000 D. 

2 - Partkuks sdon la revendicatioo 1, caractfiriste : 

. en ce que TAAN (ou les AAN) est(scmt)cbdsi(s) dans la liste 
suivante : Leu - Be - Val - Ala - Pro - Phe * et leurs 
25 mflanges, 

- et en ce que r AAI (ou les AAI) est(sont) formes) par le Glu 
et/ou 1'Asp. 

3 - Partkuks sdon la revendicatioo 1 ou 2, caract£ris£es par une 
conce n t rati on moyenne en polyaminoadde variant de 0,01 k 15 * poids sec, de 

30 prfftrcnee de 0,05 k 5 % pdds sec. 

4 - Partkules sdon Tune qudconque des revendications 1 k 3, 



2732218 



28 



caractfriste en cc que ce sont des NanoParticules de Vectorisatkm (NPV) de taiDe 
moye&ne comprise entre 0,01 et 0,5 pm, de pr6fifirence entre 0,03 et 0,4 pm. 

5 - Particuks sdon Tune qudconque des revendications 1*3, 
caract£ris£es en ce que ce sont des MicroPaiticuks de Vectorisation (MPV) de taiDe 

supfirieure k 0,5 fun, de preference inffeieure ou £gale & 20 /un. 

6 - Particuks sdon la revendicatkn 5, caract£ris&s en ce qu'elks sont 
. k paitir des particuks sdon la revendkation 4. 

7 - Particules sdon la revendication 6, caract£ris£es en ce qu'elks 
: an moins un agent d'agr^gation. 

10 8 - Particuks sdon Tune qudconque des revendications 1 i 7, 

caract£ris£es en ce qu'elks co mp le m ent au moins un principe actif . 

9 - Proc&k de proration de particuks k base de polyatmnoadde(s) et 
susceptibks d'etre utilisfes comme vecteurs de principe(s) actif (s), caractfrisg : 
- en ce que Ton met en oeuvre des polyaminoarides : 
15 a comprenant au moins deux types d'aminoaodcs 

r&unents AAN et AAI : 

. k type AAN correspondant k un ackk amin& 

neutre hydrophobe, 
. et le type AAI correspondant k un aride amm£ k 
20 chaine lattek kmisabk, 

a la masse molaire en poids M» du (ou des) 
polyaminoaride(s) tent sup&ieure ou 6gak k 
10 000 D, de preference comprise entre 20 000 et 
500 000 D et, plus pn£f£rentidkment encore, tent 
25 comprise entre 50 000 et 200 000 D, ks aminoackks 

r&urrents de chaque type AAN et AAI tent 
identiques ou difiterents entre eux, 
a k ratio molaire AAN/ AAI + AAN tent ^ 20 %, de 
preference ^ 25 % , 

30 - en ce que Ton realise une dispersion de ces pdyaminoackks 

dans un Hqiride, de preference dans une solution aqueuse 
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saline, dont on a ajust£ k pH & une vakur choisie de tdk 
sorte qu'au moins une paitie des aminoarides de type AAI 
soit sous forme ionisde, 

- et en ce que l'on iecueiHe ainsi une solution odkndak de 
particuks. 

10 - Proc£d£ sekm la revendication 9, caract£ris£ : 

- en cequel'AAN (ou ks AAN) est(sont) choisi(s) dans laHste 
suivante rLeu-Ik-Val-Ala-Pio-Phe-et leurs 
melanges, 

- et en ce que V AAI (ou les AAI) est(sont) formes) par k CBn 
et/ou l f Asp. 

11 - Proc&k selon la revendication 9 ou 10, caract£ris£ en oe qu'au 
moins un principe actif est dissous dans k liquide, de preference avant introduction 
des pofyaminoarides dans le milieu, de sorte que Ton obtienne, aprfes cede 
introduction, une solution collmdale de partkules charg&s en principe(s) actios). 

12-Proc6k selon Tune quekonque des revendications 9 i 11, 
caract£ris£ en ce qu'il comprend au moins une 6tape supptementaire d'agrfgatkm des 
particuks, & Faide d'au moins un agent d'agiggation constitu£, de preference, par 
un sd et/ou un adde et/ou une base et/ou un poJymfcre gventueOeroent ionique. 

13 - Proc&k selon la revendication 12, caract&isg en ce que Ton choisxt 
des conce n t rati ons en polymfere dans la solution exprim&s en % pokls/volume, 
sup6rieures ou Igaks & 10" 2 , de preference comprises entre 0,05 et 30 et, plus 
prtffocntidkment encore, entre 0,05 et 5. 

14 - Particuks selon Tune quelconque des revendications 1 i 8 et/ou 
oblenues par le proc6dd selon Tune quelconque des revendications 9 k 13, 

caract&isfes en ce que le principe actif est m&ficamenteux et, de 
ptdifa ence, choisi panm : 

▲ les prolines et/ou les peptides parmi lesquds ks plus 
prgferentielkment retenus sont : les h&noglobines, les 
cytochromes, les albumines, les interferons, les antigfenes, ks 
antkorps, la calatonine, l'&ythropoi&ine, 1'insuline, ks 
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hormones de cnrissance, lefacteurIX, rinterleukine ou leurs 
mdanges, 

a les polysaccharides, Fh^nrine 6tant plus particul&rement 
sdectumnfe, 

5 a les addes nuclfiques et, prtf&ablement, les oligonucleotides 

d'ARN et/ou d'ADN, 
a et leurs mflanges. 

15 - Paiticules sdoo Tune quelcooque des revencficatioos 1 & 8 et/ou 
obteoues par le pnx6M sdoo Tune quelcooque des revendications 9 & 13, 

10 caiactfrisfes en ce que le princtpe actif est constitu£ par au mcnns im vaccin. 

16 - Sp&ialit6 pharmaceutique pour a dmini stration, de preference, par 
voie ofak, nasak, vaginale, oculaire, sous-cutan6e, intraveineuse, intramusculaiie, 
mtradmmque, intrap6ritoo&le, intrac&ftrale ou parentfcale, 

caract£ris£e en ce qu'eOe comporte des paiticules sdon Tune 
15 quelcooque des levendkations 1 & 8, 15 et 16 et/ou obtenues par te proc&fc sdon 
Tune qudcooque des revendications 9 & 14. 
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